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บทคัดย่อ 
น าเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมาประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแอปเปิล 14 ตัวอย่าง ที่จ าหน่ายในประเทศ

ไทย พบว่าไพรเมอร์แบบสุ่ม 31 จาก 72 ชนิด สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ จากนั้นจึงคัดเลือกไพรเมอร์แบบสุ่ม 20 ชนิด 
เพื่อสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ ซึ่งได้ผลว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอของแอปเปิลทั้ง 14 ตัวอย่าง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
และพบแถบดีเอ็นเอที่มีความจ าเพาะกับแอปเปิลแต่ละตัวอย่าง นอกจากนั้นงานวิจัยนี้ยังพบไพรเมอร์แบบสุ่ม 3 ชนิด ที่
มีแนวโน้มจะใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับระบุตัวอย่างแอปเปิลได้ โดยแผนภูมิความสัมพันธ์ที่สร้างจากแถบดีเอ็นเอ
ซึ่งให้ความหลากรูปสามารถแยกตัวอย่างแอปเปิลเป็น 3 กลุ่ม มีค่าสัมประสิทธ์ิความคล้ายคลึงกัน 0.57 ถึง 0.86 

 

ค าส าคัญ: แอปเปิล; ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม; แฮตอาร์เอพีดี   
 

Abstract 
High annealing temperature- random amplified polymorphic DNA ( HAT- RAPD)  technique was 

used to genetic relationship assessment of 14 apple samples that sold in Thailand. Thirty-one random 
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primers out of seventy-two were successful for DNA amplification. Then 20 random primers which gave 
clear amplified products were selected for DNA fingerprinting. The result showed significant differences 
among 14 samples and also showed some bands in each sample.  Moreover, this research found 3 
random primers which tended to be DNA markers for apple identification.  A dendrogram constructed 
based on polymorphic bands showed genetic similarities among apples and separated to 3 clusters 
with similarity coefficients ranging from 0.57 to 0.86. 

 

Keywords: apple; genetic relationship; high annealing temperature-random amplified polymorphic DNA 
(HAT-RAPD) 
 

1. บทน า 
แอปเปิลเป็นไม้ผลเขตหนาว (temperate fruit) ท่ีนิยมบริโภคทั่วโลก โดยประเทศจีนเป็นผู้ส่งออกเป็นอันดับ

หนึ่ง รองลงมา คือ สหรัฐอเมริกา และโปแลนด์ ตามล าดับ แอปเปิลจัดอยู่ในสกุล Malus วงศ์ Rosaceae ส่วนใหญ่
มีจีโนมเป็นดิพลอยด์ (diploid) มีจ านวนโครโมโซม 2n = 34 แต่บางชนิดมีจีโนมเป็นทริพลอยด์ (triploid) เช่น M. 
hupehensis หรือ M. coronaria และบางชนิดมีจีโนมเป็นเททราพลอยด์ (tetraploid) เช่น M. sargentii แอปเปิล
มีมากมายหลากหลายพันธุ์เนื่องจากสามารถผสมข้ามพันธุ์ได้ง่าย (Korban, 1986) วัตถุประสงค์ในการผสมพันธุ์ คือ 
ต้องการให้มีความต้านทานศัตรูพืช  รวมทั้งให้ผลที่มีลักษณะสวยงามและรสชาติหวานกรอบ (Korban & 
Chen,1992; Robin et al., 2001) ทั้งนี้เพื่อเพิ่มศักยภาพในการแข่งขันทางการตลาด เน้นรูปร่าง ลักษณะ ขนาด สี 
และรสชาติตามความต้องการของผู้บริโภค โดยแอปเปิลเป็นแหล่งของสารต้านอนุมูนอิสระ (Davey & Keulemans, 
2004; Thielen et al., 2004; Lichtenhaler & Marx, 2005) ซึ่งอาจช่วยป้องกันโรคและชะลอความชรา (Raskin 
& Ripoll, 2004) อย่างไรก็ตาม แอปเปิลก็มีสารก่อให้เกิดภูมิแพ้ด้วย (Gao et al., 2005) 

แอปเปิลลูกผสมที่ได้จากการผสมข้ามพันธุ์นั้น บางครั้งมีลักษณะสัณฐานท่ีคล้ายคลึงกันและแยกกันได้ยาก จึงมี
การน าเครื่องหมายดีเอ็นอ (DNA marker) มาช่วยในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์ โดยมีการสร้างแผนที่จีโนมของ
แอปเปิลด้วยอาร์ เอพีดี  (RAPD, random amplified polymorphic DNA) (Hemal et al. , 1994) วิ เคราะห์
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแอปเปิลด้วยอาร์เอพีดี (FORT et al., 2002) ค้นหายีนในแอปเปิลด้วยไมโครแซท
เทลไลท์ (microsatellite) และเอเอฟแอลพี (AFLP, amplified fragment length polymorphism) (Sun et al., 
2012) 

ประเทศไทยน าเข้าผลแอปเปิลสดจากหลายทวีป ได้แก่ เอเชีย ยุโรป อเมริกาเหนือ และออสเตรเลีย และใน
ตลาดก็มีผลแอปเปิลสดจ าหน่ายหลากหลายพันธุ์ ดังนั้นจึงมีแนวคิดที่จะประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของ
แอปเปิลด้วยแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD, high annealing temperature-random amplified polymorphic 
DNA) ซึ่งเป็นการสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (DNA fingerprinting) ด้วยไพรเมอร์แบบสุ่ม (random primer) ขนาด 8-
12 นิวคลีโอไทด์ โดยเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction, PCR) ซึ่ง
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สะดวก รวดเร็ว ใช้ดีเอ็นเอปริมาณน้อย ไม่จ าเป็นต้องทราบข้อมูลล าดับดีเอ็นเอ และประหยัดค่าใช้จ่ายกว่าเทคนิค
เครื่องหมายดีเอ็นเอชนิดอื่น (Thanananta et al., 2012) 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแอปเปิลที่จ าหน่ายในประเทศไทยและ
ตรวจหาเครื่องหมายแฮตอาร์เอพีดี (HAT-RAPD marker) ที่ใช้ระบุตัวอย่างแอปเปิลได้ ซึ่งจะได้ข้อมูลพื้นฐานที่
สามารถประยุกต์ใช้ในการคุ้มครองผู้บริโภคและงานนิติวิทยาศาสตร์ 
 

2. วิธีการ 
2.1 ตัวอย่างแอปเปิล  
ผลแอปเปลิสดที่ใช้ในงานวิจัยนี้มี 14 ตัวอย่าง ได้แก่ 1-มิสซูโกะฮันนี่คอร์ 2-ฟูจิพรีเมียม (จีน) 3-ฟูจิพรีเมียม 

(USA) 4-แดงพรีเมียม 5-เขียวพรีเมียม 6-กาล่าพรีเมียม 7-แอมโบรเชีย 8-แปซิฟิกโรส 9-พิงค์เลดี้ 10-ฟูจิจีน 11-ญี่ปุ่น
เซไกอิจิ 12-ญี่ปุ่นมุทสึ 13-ญี่ปุ่นคนิเชย และ 14-โอรีนญี่ปุ่น ซึ่งซื้อจากซูเปอร์มาร์เกต็ชั้นน าในจังหวัดปทุมธานี  

2.2 การสกัดดเีอ็นเอ 
น าเปลือกผลแอปเปลิสด ทั้ง 14 ตัวอย่าง มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธปีระยุกตจ์าก Doyle และ Doyle (1987) 

ตรวจสอบปริมาณดเีอ็นเอท่ีไดด้้วยวิธีวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280 นาโนเมตร (nm) และ
ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอด้วยวิธอีิเล็กโทรโฟรีซสิ (electrophoresis) ในเจลอะกาโรส (agarose gel) 0.8 เปอร์เซ็นต ์
(Sambrook et al., 1989) 

2.3 การตรวจสอบลายพิมพด์ีเอ็นเอด้วยเทคนิคแฮตอารเ์อพีด ี
ตรวจหาไพรเมอร์แบบสุ่มที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยรวมดีเอ็นเอของ

แอปเปิลทั้ง 14 ตัวอย่าง เข้าด้วยกัน แล้วน าไปท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสด้วยไพรเมอร์แบบสุ่ม ขนาด 12  
นิวคลีโอไทด์ จาก Wako Company (Japan) ทั้งหมด 6 ชุด คือ A2, B2, C2, D2, E2 และ F2 ซึ่งแต่ละชุดมีไพร
เมอร์ 12 ชนิด รวมทั้งสิ้น 72 ชนิด  

2.4 การสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของแอปเปิล 
คัดเลือกไพรเมอร์ที่ให้ลายพิมพ์ดีเอ็นเออย่างชัดเจนมาตรวจสอบกับดีเอ็นเอของแอปเปิลแต่ละตัวอย่าง โดย

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสซ้ า 3 ครั้ง ทั้งนี้เพื่อยืนยันผลลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (Thanananta  
et. al., 2012) 

2.5 การวิเคราะหผ์ล 
เปรียบเทียบลายพิมพ์ดีเอ็นเอของแอปเปิลที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี โดยเปรียบเทียบความเหมือนและ

ความแตกต่างของแถบดีเอ็นเอที่ได้ทั้งหมด แล้ววิเคราะห์ค่าดัชนีความเหมือน ( similarity index) ด้วยโปรแกรม
ส าเร็จรูป NTSYS-pc รุ่น 2.0 และสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ (dendrogram) ด้วยวิธีการจัดกลุ่มแบบ UPGMA 
(unweighted pair group method with arithmetic mean) (Rohlf, 2002) 
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3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ 
การใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 72 ชนิด เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอรวมของแอปเปิลด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดี พบไพรเมอร์

ที่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ 31 ชนิด (43.05 %) เมื่อคัดเลือกไพรเมอร์ 20 ชนิด ที่เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอได้อย่าง
ชัดเจนมาสร้างลายพิมพ์ดีเอ็นเอของแอปเปิลแต่ละตัวอย่าง จ านวน 14 ตัวอย่าง ปรากฏว่าพบแถบดีเอ็นเอรวมทั้งสิน้ 
155 แถบ ขนาดประมาณ 200-3,000 คู่เบส ซึ่งเป็นแถบดีเอ็นเอที่ไม่มีความหลากรูป (monomorphic band)  
11 แถบ (7.10 %) และเป็นแถบดีเอ็นเอที่มีความหลากรูป (polymorphic band) 144 แถบ (91.71 %) โดยลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอที่ได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีมีรูปแบบจ าเพาะต่อแอปเปิลแต่ละตัวอย่าง (Fig. 1) และพบแถบดีเอ็นเอ
บางแถบที่สามารถใช้เป็นเครื่องหมายดีเอ็นเอส าหรับจัดจ าแนกตัวอย่างของแอปเปิล นอกจากนี้ยังพบไพรเมอร์ที่ให้
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอซึ่งแยกความแตกต่างของแอปเปิลแต่ละตัวอย่างออกจากกันได้ด้วยไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว จ านวน 
3 ชนิด ได้แก่ C29 (GTCGCCTTACCA), F22 (AAGAGGGTTGAC) และ F31 (ATCGTGACGCCG) 

เมื่อวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีได้จากเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีด้วยโปรแกรม NTSYS-pc รุ่น 2.0 และเลือกวิธีจัด
กลุ่มแบบ UPGMA โดยค านวณค่าดัชนีความเหมือนและสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์ พบว่าแอปเปิลทั้ง 14 ตัวอย่าง ที่
ใช้ในการวิจัยครั้งนี้มีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน 0.57 ถึง 0.86 (Fig. 2) เมื่อพิจารณาที่ค่าดัชนีความเหมือน 0.65 
พบว่าแบ่งแอปเปิลทั้ง 14 ตัวอย่าง เป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่ม 1 ได้แก่ มิสซูโกะฮันนี่คอร์ กลุ่ม 2 ได้แก่ ฟูจิพรีเมียม (จีน) 
ฟูจิพรีเมียม (USA) เขียวพรีเมียม กาล่าพรีเมียม แอมโบรเชีย ฟูจิจีน พิงค์เลดี้ แปซิฟิกโรส ญี่ปุ่นมุทสึ ญี่ปุ่นเซไกอิจิ 
โอรีนญี่ปุ่น และญี่ปุ่นคินเชย และกลุ่ม 3 ได้แก่ แดงพรีเมียม (Fig. 3) ผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าแอปเปิลมีความ
หลากหลายทางพันธุกรรมสูง โดยแถบดีเอ็นเอที่ให้ความแตกต่างระหว่างตัวอย่างสามารถใช้เป็นเครื่องหมายแฮตอาร์
เอพีดีส าหรับการระบุตัวอยา่งแอปเปิล และแถบดีเอ็นเอบางแถบที่จ าเพาะต่อตัวอย่างสามารถพัฒนาเปน็เครื่องหมาย
ดีเอ็นเอที่จ าเพาะต่อตัวอย่างแอปเปิล ผลงานวิจัยนี้ยังสนับสนุนศักยภาพของเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีในการระบุพันธุ์
พืชต่าง ๆ และสนับสนุน Forte และคณะ (2002) ที่ใช้เทคนิคอาร์เอพีดีจ าแนกชนิดของแอปเปิลและศึกษา
ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรม ซึ่งแบ่งแอปเปิลเป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 คือ แอปเปิลของทวีปยุโรปและอเมริกา
เหนือ และกลุ่มที่ 2 คือ แอปเปิลที่มีต้นก าเนิดจากทางตะวันออกของทวีปเอเชีย นอกจากนั้นผลการวิจัยนี้ยังเป็น
ข้อมูลพื้นฐานท่ีส าคัญส าหรับใช้ประโยชน์ด้านการศึกษาวิจัย การคุ้มครองผู้บริโภค และงานนิติวิทยาศาสตร์ 

เทคนิคแฮตอาร์เอพีดีสามารถประเมินความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมของแอปเปิลเช่นเดียวกับพืชชนิดอื่น ได้แก่ 
กล้ วย ไม้ สกุ ลหวาย  ( Phanroopthaw et al. , 2016; Maneenet et al. , 2017)  กล้ วย ไม้ สกุ ล เอื้ อ ง เที ยน 
(Thanananta, et al., 2016) กล้วยไม้รองเท้านารี (Meesangiem, et al., 2018) ทุเรียน (Singhsilarak, et al., 
2018) บัวสาย (Suksakul, et al., 2018) พืชครามสกุล Indigofera (Buaban, et al., 2020) เป็นต้น 

 
4. สรุป 

การตรวจสอบแอปเปิลทั้ง 14 ตัวอย่าง ด้วยเทคนิคแฮตอาร์เอพีดีโดยใช้ไพรเมอร์แบบสุ่ม 20 ชนิด พบว่า
สามารถแยกความแตกต่างระหว่างตัวอย่างด้วยแถบดีเอ็นเอจ าเพาะกับตัวอย่างแอปเปิล และตรวจพบไพรเมอร์แบบ
สุ่ม 3 ชนิด ที่สามารถระบุตัวอย่างแอปเปิลด้วยการใช้ไพรเมอร์เพียงชนิดเดียว เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทาง
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พันธุกรรมพบว่ามีค่าสัมประสิทธิ์ความเหมือน 0.57 ถึง 0.86 และแผนภูมิความสัมพันธ์ของแอปเปิลที่ได้จากเทคนิค
แฮตอาร์เอพีดีที่ค่าดัชนีความเหมือน 0.65 สามารถแยกแอปเปิลเป็น 3 กลุ่ม 
 

 
 

Figure 1 DNA fingerprinting of 14 apple samples using HAT-RAPD by F31 primer (ATCGTGACGCCG) 
[Lane M: DNA marker 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen™ Life Technology, USA), Lane 1-14: 14 
samples of apple that sold in Thailand] 
 

 
 

Figure 2 Genetic similarity coefficient matrix for 14 individuals of apple by HAT-RAPD 
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Figure 3 A dendrogram for 14 individuals of apple by UPGMA cluster analysis of the genetic similarity 
values by HAT-RAPD 
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